RESUMEN

Regulacion genética de matrix metaloproteasas
y sus inhibidores

Autor: CLARA LUZ SAMPIERI RAMIREZ
Coautores: Robert K. Nuttall, David A. Young, Deborah Goldspink, Ian M. Clark y Dylan R. Edwards
Area de Investigacion: Biomedicina T1po de Autor: Docente-Investigador
Institucion: Instituto de Salud Priblica y School of Biological Dependencia: Universidad Veracruzana (autor principal

Ajio Residencra: -

Hospital:
Matricula/Nimero Personal- 32723
Telefono Laboral: 8418900

Telefono Particualy: 8140109
Emazl- csampieri@uv.mx

Lxtenston: 13327
Telefono Celular: 044 2281460802
Emazil Alternatzvo: sampierio26@yahoo.com

Marco tedrico:

Las matrix metaloproteinasas (MMps) humanas se agrupan en
una familia de 24 endopeptidasas que degradan virtualmente
todos los componentes de la matrix extracelular. Las mmps
participan en varios procesos fisioldgicos, tales como
ovulacién, migraciéon celular, angiogénesis, implantacion
y desarrollo embrional. Asimismo, juegan un papel
importante en procesos patologicos como invasion tumoral,
enfermedades cardiovasculares, ulcera gastrica, artritis y
osteoartritis. Laregulacion de laactividad de las Mmps ocurre
en diversos niveles como: transcripcion, estabilizacion
del mrna, eficacia de traduccion, compartamentalizacion
enzimatica y secrecion. La actividad de mmps es bloqueada
principalmente por la accién de cuatro inhibidores
denominados TiMPs, de sus siglas en inglés: fissue
inhibitor of matrix metaloproteinases. Las TiMPs tienen
muchas semejanzas, pero también exhiben caracteristicas
estructurales y patrones de expresion particulares, lo cual
sugiere papeles especificos y particulares in vivo. Hay
varios mecanismos por los cuales las células regulan

actividad de mmps y de Timps; €stas incluyen las rutas de
seflalizacion Smad, factor kappa nuclear B y los enzimas
activados por grupos fosfatos como las mitogen activated
kinases de sus siglas en inglés marks. El papel de las MmAPKs
es clave en la regulacion de la expresion de Mmvps y de Timps,
ya que estimula o inhibe transcripcion dependiendo del
tipo celular. Las MaPks constituyen una familia de kinasas
que ejecutan la transmision de sefiales de la membrana
citoplasmica al nucleo. Tres rutas distintas de MaPks se han
descrito detalladamente en mamiferos: ERk1/2, Wk y p38. En
general, las MAPKS activan genes tempranos inmediatos (GT1)
involucrados en reprogramar transcripcion celular y genes
tardios (GT). Los GT ejecutan la mayoria de las respuestas
celulares. Los GT1 son activados rapida y transitoriamente
por factores de crecimiento, ésteres del phorbol (pPma),
anisomicina y el cyclohexamida. Estos genes no requieren
ningln producto nuevo de la traduccion para su induccion,
puesto que no son bloqueados por inhibidores de la sintesis
de las proteinas.
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Antecedentes:

Los GT1 no requieren de la sintesis de proteinas para su
induccion; los procesos que coordinan estas proteinas
integran la llamada respuesta primaria celular. La respuesta
primaria celular involucra por lo general cambios
irreversibles en la fisiologia, dado que muchos GTI son
reguladores transcripcionales. Aunque la vida media de
muchos de los reguladores transcripcionales agrupados
en la familia de 611 es muy reducida (en algunos casos 5
minutos), logran promover respuestas celulares de forma
inmediata. Estos cambios efectuados de forma inmediata
se mantienen a largo plazo. Nuestro interés se ha centrado
en las familias de mmps y Tivps, dado que son proteinas
claves en la remodelacién de la matrix extracelular; al
momento no hay estudios que muestren claramente su
cinética de expresion y sus requerimientos de sintesis
previa de proteinas para induccion.

Hipotesis:
Las matrix metaloproteasas y sus inhibidores son genes
tardios.

Objetivo General:

Determinar si las matrix metaloproteasas y sus inhibidores
son genes tardios o tempranos y si €stos requieren de
sintesis de proteinas.

Metodologia:

Las lineas celulares de fibroblastos humanos Mrc-5 y wi-38
del pulmoén fueron cultivados en medio esencial minimo
con el suero vacuno fetal. Las células fueron mantenidas
en el co2. Para determinar si la sintesis de proteinas era
necesaria, fueron incubadas durante la noche en el medio
sin suero seguido por el estimulo de los inhibidores y/
o de pMa por 8 horas. Para estudiar sefializacién fueron
tratadas con los inhibidores por 30 minutos. Después de 30
minutos del tratamiento con estos inhibidores, éstas fueron
estimuladas con PMa, anisomicina, emetine o cycloheximide
por 8 horas. Para el andlisis de la activacién de MAPK, las
células confluentes fueron incubadas durante la noche en
el medio sin suero seguido por el tratamiento con PMA 0
inhibidores de la sintesis de las proteinas. Aislamiento
de arn. Las células fueron lavadas con pBs y el rNA total
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fue cosechado usando el sistema total del aislamiento del
RNA de sv de Promega. La calidad y la cantidad de rna
fueron establecidas leyendo la densidad optica de cada

muestra en 260 nm y 280 nm usando un espectrofotdmetro.
Retrotranscripcion- El A fue preincubado con iniciadores
al azar a 700C por 10 minutos y la reaccion de reverso
transcripcion fue realizada a 420C por 60 minutos. EI pcr
en tiempo fue realizado usando el sistema aBi PRISPRIS
7700, las condiciones de la reaccion y las secuencias de
iniciadores y sondas se describen en Nuttall: 2003.

Resultados:

Hemos realizado un analisis extensivo de la respuesta
transcripcional de las familias enteras de mmps y de
TIMPS en respuesta a PMA y tres inhibidores de proteinas:
anisomicina, emetine y cyclohexamida en fibroblastos
humanos en cultivo. Como lo anticipamos pMA indujo un
subconjunto de mmps y TIMPs via ERK1/2, después de 8 horas
de tratamiento, pero no después de 30 minutos, lo cual
indica que estos genes son tardios. A excepcion de TiMp3 y
de mmP9 todos los genes activados por pmMa dependen de la
sintesis de proteinas para su induccion.

El hecho de que mmP9 y TiMP3 no requieran de
sintesis de proteinas para su induccion en respuesta a
PMA, €s muy importante y novedoso, ya que a la luz de
los conocimientos actuales se habia considerado que
unicamente los genes reguladores transcripcionales podian
ser expresados de forma temprana sin la necesidad de la
sintesis de proteinas.

En nuestro conocimiento, éste es el primer reporte
extensivo que demuestra que genes involucrados en la
remodelacion de la matriz extracelular, como MMP9 y TiMP3
tienen patrones de expresion tardia, sin requerir la sintesis
de proteinas para su induccion.

Discusion:

Nuestro estudio identifica patrones comunes y Unicos de la
regulacion de las mmps y TiMps en fibroblastos en cultivo.
Un grupo importante de los genes comparte la cinética de
la induccidn tardia mediada por PMA via ERK MAPK, cuyo
requisito es la sintesis de proteinas previa. Sin embargo,
nuestros datos acentuan la importancia de la consideracion
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de los efectos de los inhibidores de la sintesis de proteinas,

puesto que en MMP9 y TIMP3, a pesar de mostrar una cinética

tardia, su induccidon es independiente de la sintesis de
proteinas.
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